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DR        death receptor 
VEGF      vascular endothelial growth factor 
VEGFR     vascular endothelial growth factor receptor 
PDGFR        platelet derived growth factor receptor 
CT26          Colon-26 
EGFR         epidermal growth factor receptor  
CTL           cytotoxic T lymphocyte 
M-CSFR       macrophage-colony stimulating factor receptor,  
VCAM-1       vascular cell adhesion molecule-1 
TNF          tumor necrosis factor 
Apaf-1        apoptotic protease-activating factor 1 
TRAIL        TNF-related apoptosis-inducing ligand 
DcR          decoy receptor            
FADD        Fas-associated death domain 
APC         antigen presenting cell 
PECAM    platelet endothelial cell adhesion molecule 




LYVE-1      lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 
RGS5       regulator of G-protein signaling 5  
IFN         interferon 
IL          interleukin 
PD-1        programmed cell death 1 


















（DR）5 のモノクローナルアゴニスト抗体である MD5-1 は腫瘍細胞のアポト
ーシスと細胞傷害性 T 細胞を誘導し、マウスモデルにおいて抗腫瘍効果を示し
た。腫瘍免疫の機序においては腫瘍抗原を貪食した樹状細胞が、リンパ管を通





（vascular endothelial growth factor, VEGF）-A とその受容体である血管内皮










derived growth factor receptor, PDGFR）の阻害剤であるスニチニブを抗脈管
療法として、抗 DR5 抗体である MD5-1 を免疫療法として用い、両者の併用療
法の有効性とその機序を明らかにすることを目的とした。 












の CD8陽性 T細胞と CD4陽性 Foxp3陰性の攻撃性 CD4陽性 T細胞が増加し、




































皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor, EGFR）遺伝子変異によ










害、アポトーシスと抗原特異的な細胞傷害性 T 細胞（cytotoxic T lymphocyte, 







管新生には血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）-A
とその受容体である血管内皮増殖因子受容体（vascular endothelial growth 
factor receptor, VEGFR）-2 が、ペリサイトの遊走や増殖にはペリサイトが発
現する血小板増殖因子受容体（platelet derived growth factor receptor, PDGFR）


































の刺激によって、Bcl-2 ファミリータンパクである Bad、Bid、Bax が細胞質か
らミトコンドリアへ移動し、ミトコンドリアからのシトクロム c の放出を促進




トークが存在し、カスパーゼ-8 は Bid を活性化することで内因経路を活性化す
ることができる 31,32)。外因性経路を活性化するリガンドの１つである
TNF-related apoptosis-inducing ligand （TRAIL）は TNF スーパーファミリ
ーに属し、ヒトでは主に 4 つの TLAIL の受容体が知られている。アポトーシス
を誘導する DR4、DR5、そしてアポトーシスを阻害する decoy 受容体の decoy 
receptor（DcR）1、DcR2 である 33)。マウスにおいてはアポトーシス誘導性の
受容体は DR5 のみであり、decoy 受容体として mDcR1 と mDcR2 が存在する












治療が試みられ、DR4 や DR5 を特異的に阻害するモノクローナル抗体は半減期
が長く、かつ、重篤な副作用を認めないことから有望な治療法であると考えら
れるようになった 33,37)。DR4 と DR5 の発現は乳癌、肺癌、大腸癌、腎癌、メ
ラノーマ、膵癌、膀胱癌、子宮頸癌などの様々な癌種で確認されており、さら




が報告されている 39)。DR4 と DR5 の阻害剤についてはこれまで複数の Phase 

























とを見出した 43)。TRAIL 感受性細胞の DR5 受容体に MD5-1 が結合し、MD5-1
の Fc 部位に Fc 受容体を有する細胞（NK 細胞、マクロファージ、樹状細胞）
が結合すると細胞は前述の経路でアポトーシスに陥る。さらに、アポトーシス
した細胞を APC が貪食し、リンパ管を通って所属リンパ節へ移動する。所属リ
ンパ節で APC が T 細胞に抗原提示を行うことで CTL が増加し、さらなる抗腫
瘍効果が誘導される（図１）。さらに、彼らのグループは樹状細胞を活性化する















せが MD5-1 の抗腫瘍効果を増強すると仮定し、以下の検討を行った。 




























 マウスは 7 週から 9 週齢のオスの BALB/c マウスと BALB/c nude マウス
（Charles River, Kanagawa, Japan）を使用した。麻酔にはケタミンとキシラ
ジンの腹腔内投与を用いた。なお、本研究は東北大学動物実験委員会の承認を
得て行われた（計画書番号: 2014-医動 196-2）。 
 
腫瘍細胞株と抗体 




10 % 胎児ウシ血清（fetal calf serum, FCS, Nichirei, Tokyo, Japan）、0.4 % ペ
ニシリン、1 % ピルビン酸ナトリウム、1 % 非必須アミノ酸、0.1 % 2 －メル
カプトエタノール（Thermo Fishier Sientific, Waltham, MA）を混和した RPMI






図 3 にシェーマを示した。 
１）背部腫瘍モデル 
マウス背部に 2×105の 4T1細胞または 1×106の CT26細胞を皮下注射して移
植した。スニチニブ（Selleckchem, Houston, TX）はコーンオイル（10 mg/ml, 
Wako, Osaka, Japan）に溶解し、35 mg/kg/day を週 5 日経口投与した。抗 DR5
抗体である MD5-1 は 100µg を 4T1 の系では day 4,8,12,16,20 に、CT26 の系
では day4,8,12,16,20,24 に腹腔内投与した。腫瘍サイズを毎日計測し、短径×
短径×長径×0.52 で定量化した 46)。4T1 腫瘍は第 21 日目、CT26 腫瘍は第 28 日
目に摘出した。抗 CD4 抗体と抗 CD8 抗体は day-1,3,7,11,15,19 に腹腔内投与
した。 
２）足底腫瘍モデル 
マウス右足底に 2×105の 4T1 細胞を皮下注射して移植した。スニチニブは 35 
mg/kg/day を週 5 日経口投与した。MD5-1 は 100µg を day 4,8,12 に腹腔内投
与した。VEGFR 阻害剤アキシチニブ（Pfizer, NY, USA）は 0.5%メチルセルロ
ース溶液（2.5mg/ml, Wako）で溶解し、25mg/kg/day を週 5 日経口投与した。
VEGFR-3特異的阻害剤 SAR131675（Toronto Research Chemicals, North York, 
ON, Canada）は、0.5%メチルセルロース溶液／0.5%Tween 80 溶液（Sigma）




的阻害剤 SU1498（LKT, St. Paul, MN）は 400µg を週 3 回筋肉注射した 47,48)。




摘出した。腫瘍は 30µm の凍結切片を作成し、下記の一次抗体で染色した 47,49)。 
血管内皮：CD31/Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM) -1
（hamster, Thermo） 
ペリサイト：Cy3 conjugated α-smooth muscle actin（SMA）（mouse; Sigma, St 
Louis, MO, USA） 
リ ン パ 管 内 皮 ： Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1
（LYVE-1；rabbit, Angiobio, Del Mar, CA） 
ヒアルロン酸：biotinylated hyaluronic acid binding protein biotin bovine 
（Sigma） 
CD8 陽性 T 細胞：CD8（rat; eBioscience, San Diego, CA） 
CD4 陽性 T 細胞：CD4（rat; eBioscience） 
Foxp3 陽性細胞：biotin conjugated Foxp3 (rat; eBioscience) 




（Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA）または 
Alexa Fluor 555 Conjugated Streptavidin (Invitrogen, Frederick, MD）を用
いた。ビオチン含有抗体による染色にはアビジン/ビオチンブロッキングキット
を添付文書に従って使用した（Vector Laboratories, Burlingame, CA）45)。低
酸素領域の検出は、第 14 日に麻酔下に 1.5 mg のピモニダゾール 
(Hypoxyprobe-1 Plus Kit, Hypoxyprobe Inc, Burlington, MA)を静注し、1 時間
後に 1%パラホルムアルデヒドで還流し、腫瘍を摘出して標本を作成した 50)。
スライド標本は共焦点顕微鏡 Carl Zeiss LSM780 （ZEN 2011 software）で撮
影した。 
 
RNA 抽出と quantitative Real Time PCR (qRT-PCR ) 
採取した腫瘍から Trizol 試薬（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA）を用いてトータル RNA を抽出し、RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, 
CA, USA)で精製した。精製したトータル RNA から High Capacity 
RNA-to-cDNA Kit （Applied Biosystems, Foster City, CA,USA）を用いて逆
転写反応を行い、cDNAを作成した。リアルタイム PCR は cDNA、SYBR Green 
PCR Master Mix (Applied Biosystems)と遺伝子特異的なプライマーを反応さ






β-actin forward, 5’- CGTTGACATCCGTAAAGACCTC -3’ 
β-actin reverse, 5’- AGCCACCGATCCACACAGA-3’ 
Regulator of G-protein signaling 5（RGS5） 
forward, 5’-GGGTTGCCTGTGAGAATTACA -3’  
RGS5 reverse, 5’- TGAAGTGGTCAATGTTCACCTCT -3’ 
VEGF-C forward, 5’-GCTGCGCTGATCCCCAGTCC -3’  
VEGF-C reverse, 5’- CAAAAGCCTTGACCTCGCCCCC -3’ 
 
形態学的評価 
 標本はDP70オリンパスデジタルカメラを備えたオリンパス BX51 蛍光顕微
鏡（Olympus,Tokyo, Japan）で、ルミナビジョンソフトウェア（Mitani 
corporation, Tokyo, Japan）を用いて撮影した。CD31、α-SMA、ヒアルロン酸、
ピモニダゾールの面積は  ImageJ ソフトウェア  ( http://rsbweb.nih.gov/ij/ ) 






とした 47)。ペリサイトによる血管内皮の被覆率は CD31 と α-SMA の共陽性面
積割合を CD31 陽性面積割合で除して算出した。CD31 と α-SMA の共陽性面積
の検出は ImageJ ソフトウェアの画像演算の AND コマンドを使用して行い、同
様に閾値以上の蛍光強度を陽性として陽性ピクセル数を計測し、総ピクセル数
で除した値を陽性面積割合とした。腫瘍浸潤細胞数については、1 標本につき
10 視野を足底腫瘍は倍率 400 倍、背部腫瘍は倍率 200 倍で撮影し、1 視野あた




 足底モデルの第 14 日目の腫瘍にエバンスブルー（0.75 mg/ 50 µl, Wako, 
Osaka, Japan）を注入した。5 分または 30 分後に腫瘍と膝窩・腸骨リンパ節を
摘出した。ホルムアミドに 67℃で一晩おいて抽出を行い、610 nm の吸光度を
測定してエバンスブルーの量を定量化した 47)。マウスはデジタルカメラ Canon 







に 2 % FCS、1 mg/ml collagenase A （Roche Applied Science, Indianapolis, 
IN）、20 µg/ml DnaseⅠ（Roche）、100 units /ml Hyaluronidase type I-S 
（Sigma）を含有した Hank's balanced salt solution（HBSS, Life Technologies）
を用いて、リンパ節は 37℃ 35 分、腫瘍は 37℃ 2 時間の酵素的分解を行った。
腫瘍は ACK Lysing Buffer (Life Technologies, Grand Island, NY)で溶血を行
った。細胞懸濁液を 40 µm のセルストレイナー (BD Bioscience, San Jose, CA, 
USA)で濾し、 2 % FCS、 10 mM HEPES (4‐ 2‐ hydroxyethyl‐ 1‐
piperazineethanesulfonic acid, Life Technologies) を含有した HBSSに再浮遊
させ単細胞浮遊液とした。抗マウス抗 CD16/CD32 抗体（clone 2.4G2, Tonbo 
Bioscience, San Diego, CA）でブロッキング後、下記抗体で染色した。 
FITC または  PE 標識  抗マウス抗 CD3e 抗体（ clone 145-2C11, Tonbo 
Bioscience） 
APC 標識抗マウス抗 CD4 抗体（clone RM4-5, Tonbo Bioscience） 
APC 標識抗マウス抗 CD8 抗体（clone 53-6.7, Tonbo Bioscience） 
PE 標識抗マウス抗 Foxp3 抗体（clone 3G3, Tonbo Bioscience） 
 FITC 標識抗マウス抗 CD69 抗体（clone H1.2F3, Tonbo Bioscience） 
PE標識抗マウス抗 Interferon（IFN）γ抗体（clone XMG1.2, Tonbo Bioscience） 




PE 標識抗マウス抗 CD80 抗体（clone 16-10A1, Tonbo Bioscience） 
PE 標識抗マウス抗 CD86 抗体（clone GL-1, Tonbo Bioscience） 
IFN-γ と Foxp3 の細胞内染色の工程には Foxp3/Transcription Factor 
Staining Buffer Kit（Tonbo Bioscience）を添付文書に従って使用した。解析に
は FACSCant Ⅱ （BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ）と FlowJo ver.10 
software （TreeStar, Ashland, OS, USA）を使用した。 
 
統計学的分析法 
全てのデータは平均±標準誤差で表記した。解析には GraphPad Prism 6 
（GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA）を用いた。2 群の比較検定
は両側 t 検定を行い、多重比較検定は one way analysis of variance （ANOVA）











１ スニチニブと MD5-1 の併用療法は抗腫瘍効果を増強した 
 背部腫瘍モデルにおける経時的な腫瘍サイズの変化を無処置のコントロール
群、スニチニブ単独投与群、MD5-1 単独投与群、スニチニブと MD5-1 の併用


























ロール群と比べて有意に高かった（図 5G）。Regulator of G-protein signaling 5 
(RGS5)の欠損は腫瘍血管の正常化を誘導することが報告されているため 54)、腫











































性 T 細胞が増加した 
 スニチニブによる腫瘍血管正常化・リンパ流改善・腫瘍内低酸素の改善が免
疫療法にもたらす効果を調べるため、腫瘍内の免疫細胞の数の変化を検討した。
足底腫瘍モデルの腫瘍において、免疫療法に重要である CD8陽性 T細胞と CD4 





ロール群と比較して CD8 陽性 T 細胞の数が増加していた（図 9A・B）。同様に
CD4 陽性 Foxp3 陰性の攻撃性 CD4 陽性 T 細胞もスニチニブ単独群と併用療法
群で増加していた（図 9C・D）。CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の制御性 CD4 陽
性 T 細胞の数は各群間で有意差を認めなかったが（図 9C・E）、CD4 陽性 Foxp3
陰性 T 細胞と CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の比はコントロール群と比較しスニ
チニブ単独群と併用療法群で有意に高かった（図 9F）。以上より、スニチニブ
投与により腫瘍内の攻撃性 T 細胞が増えることが示された。 
 




して、樹状細胞における活性化のマーカーである CD80 と CD86 の発現が増強
したが、スニチニブ群では変化が見られなかった（図 10A・B）。CD8 陽性 T 細
胞の割合は各群で有意差を認めなかったが（図 10C）、MD5-1 単独群と併用療
法群ではコントロール群と比較して CD8陽性 T細胞における活性化のマーカー
である CD69 発現の割合が増加していた（図 10D）。さらに、併用療法群では






比較して CD4 陽性 T 細胞における Foxp3 陽性の制御性 T 細胞の割合が減少し
ていた（図 10F）。 
 
６ スニチニブと MD5-1 の併用療法群では背部腫瘍モデルにおいて腫瘍内の攻
撃性 T 細胞の浸潤と活性化が増強した 
 次に、背部腫瘍モデルにおける免疫細胞の変化を検討した。足底腫瘍モデル
における結果と同様に、スニチニブ単独群と併用療法群ではコントロール群と
比較して CD8 陽性 T 細胞の数が増加し（図 11A・B）、CD4 陽性 Foxp3 陰性の
攻撃性 CD4 陽性 T 細胞が増加し、CD4 陽性 Foxp3 陽性の制御性 CD4 陽性 T
細胞の数が減少していた（図 11C-E）。また、併用療法群において CD4 陽性 Fox3
陰性 T 細胞と CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の比が最も上昇していた（図 11F）。
所属リンパ節での結果と同様に、MD5-1 単独群と併用療法群ではコントロール
群と比較して CD8陽性 T細胞における CD69発現割合が増強していた（図 11G）。
以上より、併用療法群では腫瘍内の攻撃性 T 細胞が増加し、制御性 T 細胞が減






７ 併用療法群では CT26 腫瘍モデルにおいても腫瘍血管が正常化し、CD8 陽
性 T 細胞が増加した 




上昇した（図 12C-E）。また、コントロール群と比較して CD8 陽性 T 細胞の数
も増加がみられた（図 12F・G）。以上より、4T1 と同様の結果が CT26 でも再
現されることが確認できた。 
 
８ CD8 陽性 T 細胞は併用療法の抗腫瘍効果に寄与した 
これまでの結果から併用療法群における CD8陽性 T細胞の増加や活性化の増
強、攻撃性 CD4 陽性 T 細胞の割合の増加を示したが、併用療法における T 細







の抗腫瘍効果が減弱した（図 13A）。さらに抗腫瘍効果に必要な T 細胞分画を調
べるため、野生型の 4T1 背部腫瘍モデルの併用療法群において、CD4 陽性 T 細
胞と CD8 陽性 T 細胞を抗体によりそれぞれ消去し、抗腫瘍効果を解析した。
CD8 消去群（CD8 単独消去群、CD4 と CD8 同時消去群）では抗腫瘍効果の減
弱がみられたが、CD4 単独消去群では抗腫瘍効果に影響を与えなかった（図



















へのリンパ流の増強、腫瘍内低酸素の改善を認め、腫瘍内の CD8 陽性 T 細胞と
攻撃性 CD4 陽性 T 細胞の増加、制御性 CD4 陽性 T 細胞の割合の減少がみられ
た。また MD5-1 投与により、所属リンパ節では樹状細胞と CD8 陽性 T 細胞の
活性化増強がみられた。これらの結果から、併用療法の抗腫瘍効果増強の機序
としては、スニチニブによる腫瘍環境正常化により、攻撃性の CD4 陽性 T 細胞
や活性化した CD8陽性 T細胞が効率良く腫瘍内に浸潤できるようになったため
ではないかと考えた（図 14）。併用療法の抗腫瘍効果は CD8 陽性 T 細胞の消去
により減弱したことから、CD8 陽性 T 細胞が特に重要であると考えた。 
スニチニブはマルチキナーゼ阻害剤であり、VEGFR-1,-2,-3、PDGFR などを
阻害する。本研究では複数のモデルでスニチニブが腫瘍血管を正常化すること







































陽性 T 細胞における IFN-γ 発現割合が上昇したため、リンパ流の改善により






































チニブは VEGF-C の発現を増強したとの報告と 26)、VEGF-C は chemokine 
ligand（CCL）21 を介してナイーブ T 細胞の腫瘍への浸潤を増強して免疫療法





抗原提示細胞が T 細胞を活性化するという機序が報告されている 61)。本研究で
は樹状細胞と T 細胞に着目してリンパ節と腫瘍における免疫細胞の解析を行い、





Interleukin（IL）-10 などの免疫抑制性サイトカイン、Programmed cell death1
（PD-1）の発現などが関与している可能性は否定できない。PD-1 受容体は活
性化した T 細胞の表面に発現しており、そのリガンドである PD-L1 は抗原提示
細胞や癌細胞の表面に発現している。PD-L1 が PD-1 に結合すると T 細胞が不
活性化され、癌免疫が抑制される。現在、免疫療法として広く臨床応用されて
いる抗 PD1 抗体は疲弊した T 細胞を活性化することで腫瘍免疫応答を誘導し、
抗腫瘍効果を発揮している 62)。PD-1/PD-L1 経路と TRAIL との関連性について
の報告はほとんどないが、T 細胞を活性化する作用を有する点は両者に共通し
ている。実際、Hendriks らは PD-L1 と TRAIL の融合抗体を作成し、この融合
抗体が IFN-γ の産生などを介して強力に T 細胞の活性化し、in vitro で抗腫瘍
効果を示すことを報告した 63)。また、本研究で T 細胞免疫不全であるヌードマ
ウスでもある程度の抗腫瘍効果が保たれていた理由は、マクロファージや樹状
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図 1：抗 DR5 抗体の作用機序 参考文献 61 より改変引用 
 





4T1 細胞（A）、T26 細胞（B）を day0 に BALB/c マウスに移植し、スニチニ
ブ単剤、MD5-1 単剤、MD5-1 とスニチニブの併用でそれぞれ治療した。腫瘍径
を計測し、短径（mm）×短径（mm）×長径（mm）×0.52 で腫瘍体積の近似値
を算出した。（A）コントロール群 n=6、スニチニブ群 n=10、MD5-1 群 n=6、
併用療法群 n=9。（B）コントロール群 n=6、スニチニブ群 n=6、MD5-1 群 n=8、
併用療法群 n=8。グラフは平均値±標準誤差で表記した。*p < 0.05 対コントロ









を示す。G：CD31 陽性かつα-SMA 陽性面積割合を CD31 陽性面積割合で除し
た値をペリサイトによる血管内皮の被覆率として示す。H：RGS5 の mRNA 発
現量をコントロール群を 1 とした相対的定量結果で示す。各群 n=6、棒グラフ
は平均値±標準誤差で表記した。*P < 0.05 対コントロール群、スケールバー：






陽性面積割合（D）を示す。E：CD31 陽性かつα-SMA 陽性面積を CD31 陽性
面積で除した値をペリサイトによる血管内皮の被覆率として示す。各群 n=6、
棒グラフは平均値±標準誤差で表記した。*P < 0.05 対コントロール群、スケー











注入から 5 分後の腸骨リンパ節のエバンスブルー量を示す。各群 n=6、棒グラ







目の膝窩リンパ節における血管内皮（LYVE-1, 緑）、CD8陽性 T細胞（CD8, 赤）






積割合を示す。各群 n=6、棒グラフは平均値±標準誤差で表記した。*P < 0.05
対コントロール群、スケールバー：50 μm（A）。100 μm（C,D,F）。 
 
図 9：足底腫瘍モデルにおいて併用療法が腫瘍浸潤 T 細胞に与える影響の検討 
 14 日目の足底腫瘍における解析結果を示す。A：血管内皮（CD31, 緑）、CD8
陽性 T 細胞（CD8, 赤）の免疫染色を示す。B：400 倍率で 1 視野あたりの CD8
陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。C：CD4 陽性（CD4, 緑）Foxp3 陰性
（Foxp3, 赤）T 細胞、CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の免疫染色示す。D：400
倍率で 1視野あたりの CD4陽性 Foxp3陰性の攻撃性 CD4陽性 T細胞をカウン
トした結果を示す。E：400 倍率で 1 視野あたりの CD4 陽性 Foxp3 陽性の制御
性 CD4 陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。F：CD4 陽性 Foxp3 陰性 CD4
陽性 T 細胞と CD4 陽性 Foxp3 陽性 CD4 陽性 T 細胞の比を示す。各群 n=6、棒










ける CD8 陽性 T 細胞の割合を示す。D：CD8 陽性 T 細胞における活性化マー
カーである CD69 陽性細胞の割合を示す。上段には各群の代表的な検体のプロ
ットを示す。E：CD8 陽性 T 細胞における IFN-γ 陽性細胞の割合を示す。上段
には各群の代表的な検体のプロットを示す。F：CD4 陽性 T 細胞における Foxp3
陽性 T 細胞の割合を示す。上段には各群の代表的な検体のプロットを示す。
（A,B,E,F）各群 n=6。(C,D) 各群 n=8。棒グラフは平均値±標準誤差で表記し
た。*P < 0.05 対コントロール群。 
 
図 11：4T1 背部腫瘍モデルにおいて併用療法が腫瘍浸潤 T 細胞に与える影響の
検討 
 21 日目の 4T1 背部腫瘍における解析結果を示す。A：血管内皮（CD31, 緑）、
CD8 陽性 T 細胞（CD8, 赤）の免疫染色を示す。B：200 倍率で 1 視野あたり
の CD8 陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。C：血管内皮（CD31, 青）、CD4
陽性（CD4, 緑）Foxp3 陰性（Foxp3, 赤）T 細胞、CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細
胞の免疫染色を示す。D：200 倍率で 1 視野あたりの CD4 陽性 Foxp3 陰性の攻
撃性 CD4 陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。E：200 倍率で 1 視野あたり




F：CD4 陽性 Foxp3 陰性 T 細胞と CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の比を示す。G：
フローサイトメトリーの解析結果を示す。ヒストグラムと CD8 陽性 T 細胞にお
ける CD69 陽性細胞の割合を示す。各群 n=6、棒グラフは平均値±標準誤差で表
記した。*P < 0.05 対コントロール群、スケールバー：25 μm。 
 
図 12：CT26 背部腫瘍モデルにおいて併用効果が血管と CD8 陽性 T 細胞に与
える影響の検討 
  28 日目の CT26 背部腫瘍における解析結果を示す。A,B：血管内皮（CD31,
緑）、ペリサイト（α-SMA,赤）の免疫染色を低倍率（200 倍）（A）、高倍率（400
倍）（B）で示す。C,D：CD31 陽性面積割合（C）、α-SMA 陽性面積割合（D）
を示す。E：CD31 陽性かつα-SMA 陽性面積割合を CD31 陽性面積割合で除し
た値をペリサイトによる血管内皮の被覆率として示す。F：血管内皮（CD31, 緑）、
CD8 陽性 T 細胞（CD8, 赤）の免疫染色を示す。G：200 倍率で 1 視野あたり
の CD8 陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。各群 n=6、グラフは平均値±標
準誤差で表記した。*p < 0.05 対コントロール群を示す。スケールバー：50 μm
（A）、25 μm（B, F）。 
 




A: 4T1 細胞を day0 に BALB/c ヌードマウス背部に移植した。無処置のコント
ロール群と併用療法群の腫瘍増殖曲線を示す。B: 4T1 細胞を day0 に BALB/c
マウス背部に移植した。併用療法群に抗 CD4 抗体単独、抗 CD8 抗体単独、抗
CD4・抗 CD8 抗体両者をそれぞれ投与し、各 T 細胞分画を消去した。腫瘍径を
計測し、短径（mm）×短径（mm）×長径（mm）×0.52 で腫瘍体積に近似した。
各群 n=6、グラフは平均値±標準誤差で表記した。*p < 0.05 対コントロール群、











































足底に 4T1（マウス乳腺腫瘍細胞）を移植し、MD5-1をday4, 8, 12, 16に腹腔内投与
し、スニチニブを週5回経口投与した。day14に足底の腫瘍と所属リンパ節（膝窩リ
ンパ節）を摘出して解析した。








day 0 day 21
MD5-1 (100ug)
スニチニブ（35mg/kg）
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スニチニブによる腫瘍血管の正常化、
リンパ流の改善
腫瘍内低酸素改善
免疫支持性の腫瘍微小環境
腫瘍攻撃性のT細胞の増加、
制御性T細胞の割合の減少
MD5-1による樹状細胞と
T細胞の活性化
抗腫瘍効果の増強
腫瘍内 所属リンパ節
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